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序論  
頭頸部扁平上皮癌は世界で 6 番目に多い癌とされ(Jemal et al., 2011, Ferlay et al., 2010, 
Ferlay et al., 2015)，進行癌で発見されることが多く，予後不良である．近年様々な集学的治療が
開発され，また診断技術にも著しい進歩を認めているにも関わらず，ここ数十年頭頸部扁平上皮
癌患者の予後改善は乏しい(Goldberg et al., 1994, Edwards et al., 2010)．大きな理由の一つ
に，頭頸部扁平上皮癌の転移病変制御が困難なことが多く，治療成績が改善しないことが挙げら
れる．そのため，頭頸部扁平上皮癌の転移機構の解明は急務である． 
AP-1(Activator protein 1)は Fos遺伝子群，Jun遺伝子群，ATF，Maf からなる 2 量体で構成さ
れた核内転写因子である(Eferl and Wagner, 2003, Piechaczyk and Farras, 2008)．AP-1 パス
ウェイは，サイトカインやストレス，感染，成長因子といった外部刺激や Fosと Junのリン酸化によ
って活性化され，細胞の増殖，分化，アポトーシス，遊走，形質転換などに関わっている(Angel 
and Karin, 1991)．AP-1は発癌にも深く関わると言われており(Eferl and Wagner, 2003, Ozanne 
et al., 2007, Schmidt et al., 2007, Jochum et al., 2001, Deng and Karin, 1993)，Epithelial-
Mesenchymal Transition (EMT;上皮間葉移行)を介して癌細胞の転移を促進する役割を持つと
報告されている(Ozanne et al., 2007, Qiao et al., 2015, Yi et al., 2015, Bakiri et al., 2015)．こ
のように，AP-1 は癌の浸潤，転移に重要な役割を果たすと考えられているが，頭頸部扁平上皮
癌の転移機構における AP-1の役割はほとんど解明されていない． 
本研究では，経尾静脈肺転移モデルにより各頭頸部扁平上皮癌細胞株における転移能の特徴
を明らかにした上で，whole gene microarray 並びに同結果を基に施行した遺伝子カスケード解
析により，頭頸部扁平上皮癌転移関連候補遺伝子として AP-1遺伝子群を同定した．そこで，AP-
1遺伝子群の一つであるJunBに着目し，頭頸部扁平上皮癌の遠隔転移制御機構における JunB
の関与の詳細を以下のように検証した． 
方法 
26 種の頭頸部扁平上皮癌細胞株の遠隔転移能は，経尾静脈肺転移モデルをそれぞれの細胞
株を用いて作製し検討した．26 種の頭頸部扁平上皮癌細胞株より，転移高形成細胞株と転移無
形成細胞株を選出し，whole gene microarray を行い，同結果を元にバイオベース社の
ExPlain™データベースを用いた遺伝子カスケード解析を施行することで，頭頸部癌転移に関与
する転写因子カスケードの上流因子を推測した．以上の解析より転移関連候補遺伝子として同定
された AP-1遺伝子群のタンパク発現をWestern blottingで検討し，本研究で詳細を検討する対
象として AP-1遺伝子群の中より JunBを選出した． 
頭頸部扁平上皮癌の遠隔転移における JunB の役割を解明するため，siRNA および
CRISPR/cas9 システムによる JunB のノックダウンおよびノックアウト細胞株を作製し，細胞の増
殖能については，cell viability assay，浸潤能については，invasion assay，遊走能については，
scratch assay を施行し，それぞれの JunB の発現抑制による影響を検討した．また，TGF-β 刺
激により誘導される EMT における JunB の関与についても検討を行った．in vivo における転移
能については，経尾静脈肺転移モデルを作製し検討を行った． 
結果 
経尾静脈肺転移モデルにおける転移高形成細胞株（HN30, YCU-T892, KCC-T871）と，転移無
形成細胞株（Detroit562, PE/CA-PJ34, KCC-M871, YCU-MS861, YCU-M862）を用いて，
whole gene microarrayを施行し，その結果を基に施行した遺伝子カスケード解析で頭頸部扁平
上皮癌の転移と強い関連をもつ候補遺伝子として AP-1遺伝子群を同定した．同 8細胞株の AP-
1 遺伝子群のタンパク発現を検討したところ，転移無形成細胞株と比較して転移高形成細胞株で
は AP-1 遺伝子群のタンパク高発現を認めた．本研究において詳細を検討する対象として，より
上位の転移候補遺伝子として同定された JunBを選出した． 
頭頸部癌における JunB の発現抑制による影響においては，JunB ノックアウト細胞株の増殖能
が野生株，CRISPR コントロール細胞株と同等であったにも関わらず，JunB ノックダウンおよび，
ノックアウト細胞株は，コントロール細胞株と比較して，浸潤能および遊走能の有意な低下を認め
た．一方，TGF-β刺激により誘導される EMTにおける JunBの関与については，JunB発現抑制
に伴う細胞形態の変化や，間葉系マーカーの発現低下や上皮系マーカーの発現上昇といった現
象は観察されなかった． 
in vivoでの遠隔転移能における JunBの役割を明らかにするため，JunB ノックアウトの影響を経
尾静脈肺転移モデルマウスを用いて検討した．KCC-T871/crControl （コントロール群）による経
尾静脈肺転移モデルマウスを 14匹，KCC-T871/JUNB/KO#1 (JunB KO群) による経尾静脈肺
転移モデルマウスを 16 匹，それぞれ作製し，生存曲線を解析した．生存期間中央値は，JunB 
KO群はコントロール群と比較して有意に，生存期間が長かった（120日 vs. 105.5日. P=0.0002, 
図 a）．細胞移植 120 日後の肺転移形成の有無を顕微鏡下に検討すると，コントロール群が
100%転移巣を形成したのに対し，JunB KO 群では 75.0%に転移巣形成を認めた．さらに，異な
る時期に再度コントロール群を 6 匹，JunB KO 群を 8 匹，それぞれ経尾静脈肺転移モデルマウ
スを作製し，観察期間を 78 日間として反復検討を行った．コントロール群では 83.3%，JunB KO
群では 62.5%の肺転移巣形成を認め，初回の検討と同様の結果であった．肺重量中央値はコン
トロール群では 0.325g（0.26-1.16g），JunB KO 群では 0.26g（0.26-0.34g）であり（図 e），JunB
ノックアウトによって肺重量は減少する傾向を認めたが，有意差は認めなかった（P=0.0727）．肺
における転移巣の占有面積率は，コントロール群では平均で 21.4%（0-95.6%）であったのに対し，
JunB KO群では平均で 1.6%（0-9.4%）で，JunB ノックアウトにより肺転移巣病変は，有意差をも
って減少した（P=0.0037, 図 f）． 
 
  
図 頭頸部扁平上皮癌経尾静脈肺転移モデルにおける JUNB ノックアウトは遠隔転移能を
抑制する． 
(a) 経尾静脈肺転移モデルマウスにおける，Kaplan-Meier 法によるコントロール群(N=14)と
JunB KO群(N=16)の生存曲線．コントロール群が JunB KO群と比べて，有意に生存率が低下し
ていた．***P<0.001 (b) 経尾静脈肺転移モデルマウスにおけるコントロール群と JunB KO 群の
肺重量．コントロール群の肺重量は JunB KO群と比べて有意に重かった. **P=0.001 (c) 経尾静
脈肺転移モデルマウスにおけるコントロール群の肺 H&E 染色標本（* 転移） (d) 経尾静脈肺転
移モデルマウスにおける JunB KO 群の肺 HE 染色標本（* 転移）(e) コントロール群(N=6)と
JunB KO群(N=8)の肺重量．JunB KO群は，コントロール群と比較して肺重量が少ない傾向を示
したが，有意差は認めなかった．P=0.0727 (f) 経尾静脈肺転移モデルマウスにおける，肺内転
移巣占有面積率．占有面積率は，コントロール群(N=18)に比べて，JunB KO 群(N=24)で有意に
低下していた． **P<0.01 (Boxes, 25th, 50th and 75th percentiles; bars, 10th and 90th 
percentiles) (Hyakusoku et al., 2016 より引用) 
考察 
以上の結果より，本研究において AP-1 遺伝子群の一つである JunB が頭頸部扁平上皮癌の遠
隔転移の制御機構に深く関わることが明らかになった．しかし TGF-β刺激により誘導される EMT
における JunBの深い関与については本研究においては観察できず，JunBによる頭頸部癌の遠
隔転移の制御は EMT とは異なるパスウェイを介したものであると考えられた． 今後は JunB に
制御を受け，癌転移に関与する JunB の下流機構を明らかにすることで，JunB もしくはその下流
を標的とした，遠隔転移を伴うような進行頭頸部癌に対する新しい治療方法の開発につなげてい
きたい．  
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